ヒト細胞におけるPDIファミリータンパク質の生理的機能とその制御機構の解析 by 藤本 拓志
ヒト細胞におけるPDIファミリータンパク質の生理
的機能とその制御機構の解析
著者 藤本 拓志
学位授与機関 Tohoku University
学位授与番号 11301甲第18775号
URL http://hdl.handle.net/10097/00125737
 博士論文（要約） 
 
 
 
ヒト細胞における PDI ファミリータンパ
ク質の生理的機能とその制御機構の解析 
 
 
 
東北大学大学院生命科学研究科 
分子生命科学専攻 
 
藤本 拓志 
 
【目次】  
1 背景  
1.1 小胞体で合成されるタンパク質の一生・・・・・・・・・・・・・・・・・・・1 
1.2 小胞体内の酸化還元反応の制御・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・5 
2 膵特異的な PDI ファミリータンパク質、PDIp の生理的機能の解析  
2.1 序論・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・13 
2.2 結果・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・15 
2.2.1 PDIp の基質タンパク質の同定に向けた戦略  
   2.2.2 酵素基質複合体を効率よく安定化する系の確立  
   2.2.3 PDIp 単量体および PDIp を含むジスルフィド結合複合体の臓器分布  
   2.2.4 マウスの膵臓中で PDIp とジスルフィド結合を介して相互作用するタンパク  
質の精製と同定  
2.2.5 質量分析で同定されたタンパク質  
2.2.6 膵臓内における PDIp の分布  
2.2.7 PDIp と基質候補タンパク質のジスルフィド結合を介した相互作用  
2.2.8 プロエラスターゼの生合成における PDIp の役割  
2.2.9 PDIp 存在下、合成されたプロエラスターゼはトリプシン処理によって活性  
化されうるか  
   2.3 考察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・37 
3 哺乳動物細胞の小胞体内の異常タンパク質中のジスルフィド結合の切断に用いられる  
電子の供給源の解析  
3.1 序論・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・43 
3.2 考察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・44 
4 材料・方法・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・45 
5 参考文献・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・52 
6 謝辞・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・60 
 
 
1 
1. 【背景】  
1.1 小胞体で合成されるタンパク質の一生  
タンパク質の合成  
タンパク質は人体の構成成分の約 2 割を占めており、水に次いで多く、生命活動に重
要である。哺乳動物におけるタンパク質合成はサイトゾルでリボソームが mRNA を翻訳
することで開始される 1。合成されたポリペプチド鎖の一部はそのシグナル配列によって
小胞体、ミトコンドリアやペルオキシソームなどのオルガネラに選択的に輸送され、オル
ガネラ内で折り畳みが行われる 2。小胞体は層状構造の粗面小胞体とチューブ状構造の滑
面小胞体で構成されるオルガネラであり、主に膜タンパク質や分泌タンパク質が合成され
る 3。  
 
ポリペプチド鎖の小胞体への輸送  
小胞体への輸送はポリペプチド鎖の N 末端にあるシグナル配列を Signal Recognition 
Particle (SRP)と呼ばれるタンパク質が認識し、この複合体が小胞体膜上の SRP レセプ
ターに結合することで行われると考えられてきた（図 1）。近年は、翻訳速度の低下や膜
貫通ドメインの存在が小胞体への輸送に重要であることが明らかにされるなど、小胞体へ
の輸送についてはまだわかっていないことが多い 4,5。特にそれぞれのタンパク質が翻訳
途上で小胞体膜に挿入されるのか、あるいは翻訳完了後に挿入されるのか、それぞれの場
合にタンパク質が正しく折り畳まる割合や速度は違うのかなどは十分に解明されていな
い。  
 
シグナル配列の切断  
小胞体膜に挿入されたポリペプチド鎖の多くは小胞体膜を通過途上または通過完了後に
シグナル配列が切断される (図 1)1。インスリンの場合、シグナル配列上のアミノ酸の変異
によりシグナル配列の切断が行われなくなると、タンパク質が凝集体を形成することが知
られている 6,7。一方、恒常的にシグナル配列が切断されず、正常に合成・分泌される分
泌タンパク質も存在するなど 8,9、タンパク質ごとのシグナル配列の役割についてはわか
っていないことが多い。  
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N 型糖鎖修飾  
シグナル配列の切断と前後して N 型糖鎖修飾が行われることも知られている (図 1)1。N
型糖鎖はタンパク質の立体構造形成、タンパク質間相互作用やプロテアーゼ耐性などに重
要であると考えられている。N 型糖鎖は分解されるタンパク質のタグとしても重要であ
る 10。後述するように、プロテアソームによる分解の前にサイトゾルで脱糖鎖されるこ
とが知られている。  
 
タンパク質の折り畳みを触媒する酵素  
小胞体内では大量の合成途上のポリペプチド鎖が存在し、これらは成熟途上で非特異的
に相互作用しないように、素早く折り畳む必要がある 1。そのため Hsp70 ファミリータ
ンパク質である BiP や Hsp90 ファミリータンパク質である GRp94 などの分子シャペロ
ンと呼ばれるタンパク質群がこれらの正常な折り畳みを触媒する (図 1)。  
 
タンパク質のジスルフィド結合  
小胞体内で合成される膜タンパク質や分泌タンパク質の多くは分子内、分子間に 2 つ
のシステイン残基が共有結合したジスルフィド結合を有する (図 2)。タンパク質のジスル
フィド結合はフォールディング途上における中間体の安定化、成熟タンパク質の立体構造
維持や活性制御に重要である。一方、誤った組み合わせのシステイン間で形成されたジス
ルフィド結合は多くの疾患の要因となることが知られている 11。  
 
Protein Disulfide Isomerase (PDI) ファミリータンパク質  
ジスルフィド結合の形成はタンパク質の折れ畳みと連動している。哺乳動物では約 20
種類の Protein Disulfide Isomerase (PDI) ファミリータンパク質と呼ばれるタンパク質
群がこの反応を触媒すると考えられている。PDI ファミリータンパク質は小胞体に局在
することとチオレドキシン様ドメインを有することで定義づけられる 3。チオレドキシン
様ドメインは 4 つのβストランドを 3 つのαヘリックスが囲んだ構造を持つ。多くの場
合、N 末端付近のα2 ヘリックスには 2 つのシステイン残基を擁する CxxC モチーフが存
在する（図 3）。PDI は PDI ファミリータンパク質の中で最もユビキタスに発現し、重要
な役割を果たすと考えられている 11。PDI は a, b, b’ , a’の 4 つのチオレドキシン様ド
メインを有しており、全体として U 字構造をとる (図 4)。PDI は N 末端と C 末端の a, 
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a’ドメインに存在する CxxC モチーフによって基質へのジスルフィド結合の導入、基質
のジスルフィド結合の切断、架け替えを行うことが知られている（図 5）。哺乳動物の約
20 種類の PDI ファミリータンパク質の大部分が CxxC モチーフもしくは類似したモチー
フを有する（図 6） 11。  
 
タンパク質のジスルフィド結合とその制御  
ジスルフィド結合は分子の立体構造形成の他、その活性制御に重要である 3。そのた
め、小胞体内では PDI ファミリータンパク質を含めたジスルフィド結合に関連する因子
の存在量やその活性が厳密に制御される。先述の分子シャペロンやジスルフィド結合に関
連する因子の存在量やその活性の制御に中心的な役割を果たすのが 3 つの小胞体ストレ
スセンサータンパク質、 Inositol-requiring endoribonuclease alpha (IRE1α ), 
Activating transcription factor 6 (ATF6), PRKR-like endoplasmic reticulum kinase 
(PERK)である。これらはそれぞれ異なる機構により、異なる機能を持った転写因子の合
成を促進する 3。ここではこれら 3 つのタンパク質のうち、 IRE1αについて言及する。  
 
PDI ファミリータンパク質による小胞体タンパク質の活性制御  
IRE1αは異常タンパク質の蓄積を検知し、転写因子 XBP1 をコードする XBP1s 
mRNA を生じる 3。XBP1 は小胞体内の分子シャペロンや PDI ファミリータンパク質の
発現量を増やし、異常タンパク質の蓄積を抑える方向に働く。近年は PDI ファミリータ
ンパク質の P5 が IRE1αの解離を促進し、 IRE1αによる小胞体ストレス応答を抑えるフ
ィードバック機構が明らかになった 12。他の PDI ファミリータンパク質とストレスセン
サータンパク質の間にも同様の機構が働くことが明らかにされつつある 13。  
また PDI ファミリータンパク質の ERdj5 による小胞体内カルシウムイオン濃度依存的
なカルシウムイオンポンプの活性制御の機構が明らかにされるなど 14、PDI ファミリー
タンパク質による小胞体タンパク質の活性制御の機構が明らかにされつつある。  
 
分泌経路上の順行輸送  
正しく折れ畳まったタンパク質は小胞体からゴルジ体に輸送される 15。輸送される際
には大量のタンパク質を非特異的に輸送する機構とタンパク質を選択的に認識し、輸送す
る機構があると考えられている。後者のタンパク質の認識機構についてはほとんど未解明
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であるが、近年アミノ酸配列の N 末端付近に存在する疎水性部位が受容体による認識に
重要であることが示唆されている 16–18。  
 
分泌経路上の逆行輸送  
順行輸送では未成熟タンパク質や小胞体内で働くタンパク質もゴルジ体に輸送されてし
まうことがある 15。小胞体内で働くタンパク質の多くは小胞体局在配列と呼ばれるモチ
ーフを有しており、ゴルジ体に存在するこのモチーフの受容体がこれを認識し、基質は小
胞体に逆行輸送される。このモチーフを有していない小胞体局在タンパク質や未成熟タン
パク質は PDI ファミリータンパク質の一つである ERp44 によってゴルジ体で認識され、
小胞体に逆行輸送されることが知られている 19–21。  
 
小胞体内で生じたタンパク質の分解  
正しく折り畳まったタンパク質はゴルジ体に輸送される一方で、大部分のタンパク質が
誤って折り畳まることが知られている 10。分子シャペロンや PDI ファミリータンパク質
の働きによっても正しく折り畳まれなかったタンパク質はサイトゾルに送られ、そこでプ
ロテアソームによって分解されることが知られている (図 1)。この分解経路は小胞体関連
分解（ERAD）と呼ばれる。多くの異常タンパク質はジスルフィド結合の切断、立体構造
の解きほぐしがされてから、サイトゾルに送られると考えられているが、その機構の詳細
については明らかではない。サイトゾルに送られたタンパク質はポリユビキチン化され、
プロテアソームによって分解される。糖鎖修飾を持つタンパク質はポリユビキチン化後に
脱糖鎖されてから分解される。  
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1.2 小胞体内の酸化還元反応の制御  
PDI ファミリータンパク質がその活性部位に持つジスルフィド結合  
PDI ファミリータンパク質のうち CxxC モチーフを持つ ERdj5 以外のすべてのタンパ
ク質は小胞体内において大部分が活性部位のシステイン残基間でジスルフィド結合がかか
っていない状態（還元型）で存在する。これらのタンパク質は主に基質にジスルフィド結
合をかける役割を果たすと考えられており、自身は還元型になりやすい。一方で ERdj5
の活性部位の大部分は酸化型で存在する 22。ERdj5 は主に基質のジスルフィド結合を切
断する役割を果たすと考えられており、自身は酸化型になりやすい。これらの PDI ファ
ミリータンパク質が正常に機能するため、小胞体にはこれらのタンパク質と電子を授受す
るタンパク質や低分子化合物が存在する 3。  
 
小胞体内における酸化還元反応の制御  
ジスルフィド結合は多くのタンパク質の立体構造の形成や活性制御に重要であるため、
PDI ファミリータンパク質を含む小胞体内のタンパク質の酸化還元反応を制御する複数
の因子が存在する 3。これらの因子による電子の流れは大きく 3 つに分けられる。a. 小
胞体内外での電子の流出入、b. 小胞体内のチオール基を有さない低分子とタンパク質間
での電子の授受、 c. 小胞体内のチオール基を有する分子間での電子の交換である。小胞
体膜上の膜タンパク質を介した電子の流入については、第 3 章の序論に記述した。  
 
a. 小胞体内外での電子の流出入  
小胞体内はグルタチオンと呼ばれるチオール基を有する低分子化合物で満たされてい
る。グルタチオンはジスルフィド結合を介してホモダイマー化した酸化型グルタチオンと
モノマー状態の還元型グルタチオンが存在し、これらは小胞体の酸化還元環境の恒常性を
維持するバッファーの役目を果たすと考えられている 3。酸化型グルタチオンはサイトゾ
ルでグルタチオンレダクターゼによって還元される。  
近年は還元型のグルタチオンがトランスロコンを介して小胞体内に流入することで小胞
体内に電子を供給しうることが酵母を用いた実験系によって明らかになった 23。また、
これまでの研究から小胞体内に移行されるポリペプチド鎖の多くが有するシステイン残基
が小胞体への電子の供給源となりうることが明らかになっている 24。また小胞体膜上の
アクアポリンを介して流出入すると考えられている活性酸素や小胞体膜を透過する酸素も
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後述するように小胞体内の酸化還元環境に影響しうる 25。  
 
b. 小胞体内の低分子とタンパク質間での電子の授受  
PDI ファミリータンパク質の活性部位を酸化する酵素として最もよく知られているの
が Ero1α /β である 11。Ero1α/β は PDI ファミリータンパク質から受け取った電子を酸素
に受け渡すことで自身の活性部位を酸化状態に保つと考えられている。さらに Ero1 の活
性は還元状態の PDI によってフィードバック制御を受けることが明らかになっている 26–
28。電子を受け取った酸素は活性酸素となる。  
一方、Prx4, GPx7/8 は PDI ファミリータンパク質から電子を受け取り、過酸化水素に
電子を与えることで水分子を生成する。これらの酸化酵素は PDI ファミリータンパク質
への特異性や局在が異なると考えられており、それらの機能は十分に明らかになっていな
い 25。  
小胞体内には低分子化合物と結合して潜在的に還元酵素として働き得る酵素も存在し、
ERFAD と呼ばれる。ERFAD はそのアミノ酸配列から分子内に NADPH 結合ドメインや
FAD 結合ドメインを有すると推測されており、NADPH を利用して ERdj5 などに電子受
け渡すと考えられているが、その機能はほとんど明らかにされていない 29,30。また小胞
体膜上には NADPH 酸化酵素と呼ばれる NADPH から電子を受け取り、酸素に渡すこと
で活性酸素を恒常的に生成するタンパク質が存在する 31。このタンパク質の活性は分子
シャペロン、PDI ファミリータンパク質やカルシウムイオンによって制御を受けること
が知られているが、このタンパク質が小胞体内の酸化還元環境に与える影響は十分に明ら
かになっていない 3。  
 
c. 小胞体内の分子間での電子の交換  
小胞体内では恒常的に分子間で電子の交換が行われる。これらの分子には前述の小胞体
に移行してきたポリペプチド鎖、グルタチオンや PDI ファミリータンパク質も含まれる
10。PDI ファミリータンパク質間には酸化還元電位やタンパク質間の親和性に差異があ
り、それらに応じて各タンパク質に電子が分布する 22。この PDI ファミリータンパク質
間の電子の交換にはハブとなるタンパク質の存在が示唆されている 32。  
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図 1 小胞体に輸送された翻訳途上ポリペプチド鎖の運命  
BiP, シャペロン ; PDIs, 哺乳動物における約 20 種類の PDI ファミリータンパク質 ; 
EDEMs, ERAD 構成タンパク質の一つであるレクチン様タンパク質  
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図 2 分泌タンパク質や膜タンパク質が有する 2 つのシステイン残基間で形成されたジス
ルフィド結合  
インスリンやα -アミラーゼを含む分泌タンパク質や膜タンパク質は分子内に複数のジス
ルフィド結合を有する。  
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図 3 チオレドキシン様ドメインの構造  
ヒトのチオレドキシンはそのα2-ヘリックスに活性部位である CxxC モチーフを有する。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
10 
図 4 PDI のドメイン構造と結晶構造  (PDB: 4EL1) 
PDI は a, a’ドメインに CxxC モチーフを有する。  
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図 5 PDIs の CxxC モチーフを介した反応  
PDIs は活性部位に存在する CxxC モチーフを介して基質にジスルフィド結合をかける（酸
化）、基質のジスルフィド結合を切断する（還元）、架け替える（異性化）機能を有する  
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図 6 PDI ファミリータンパク質のドメイン構造  
大部分の PDI ファミリータンパク質は CxxC モチーフを有する。  
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2. 膵特異的な PDI ファミリータンパク質、PDIp の生理的機能の解析  
2.1 【序論】  
PDI ファミリータンパク質の一つ、PDIp は PDI と 47.3%のアミノ酸配列同一性を有し
ており、PDI と最も相同性が高い（図 6）。一方で PDIp は N 末端にプロリン残基および
グルタミン酸残基の多い領域を有する、3 つの糖鎖修飾部位を持つなど PDI と異なる特
徴が複数ある（図 7）。興味深いことに PDI は生体内でユビキタスに発現する一方で
PDIp は消化酵素や血中糖濃度制御因子であるインスリンなどの分泌タンパク質を大量に
合成する臓器である膵臓で特異的に発現していることが知られている 33,34。また PDIp は
すべての脊椎動物で保存されている。過去の in vitro の実験によって、PDIp はインスリ
ンに対する還元能や RNAase の折り畳みを触媒する機能を有することが示された 33,35。
また、PDIp が女性ホルモンであるエストロゲンと相互作用し、小胞体内に貯蔵しうるこ
とが in vitro, in vivo の実験によって示された 36,37。しかし、PDIp の生理的機能は不明
だった。私はこれを明らかにすべく、PDIp の生理的基質の同定を行った。  
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図 7 PDIp と PDI のドメイン構造  
PDIp は N 末端に酸性残基リッチな領域を有する、3 つの N 型糖鎖修飾部位を有するなど
PDI と異なる複数の特徴を有する。  
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2.2 【結果】  
2.2.1 PDIp の基質タンパク質の同定に向けた戦略  
PDI ファミリータンパク質の多くは活性中心に CxxC モチーフまたは類似したモチー
フを持つ（図 6）。これらの酵素は基質に作用する際、このモチーフを介して基質と分子
間のジスルフィド結合を介した反応中間体を一過的に形成する  (図 5)。本研究では PDIp
の基質を同定するため、下記の方法でこの反応中間体の安定化を行った 38,39。  
 
2.2.2 酵素基質複合体を効率よく安定化する系の確立  
 生体試料中のジスルフィド結合を介した酵素基質複合体を効率よく安定化するためには
主に 2 つの方法が用いられる。本研究ではまず、2 つの方法の効率を比較した。1 つ目
は、試料を直接 N エチルマレイミド  (NEM)と呼ばれるチオール基の修飾試薬を含む溶解
バッファーに溶かす方法である。この方法の問題点として NEM が細胞内に浸透するのに
時間がかかることや、タンパク質が立体構造を保っているため分子内のチオール基に
NEM がアクセスできないことが予想される 22。もう一つの方法は最初に細胞をトリクロ
ロ酢酸  (TCA) と呼ばれる強酸で処理する方法である。この方法では強酸が素早く細胞内
に浸透し、チオール基の反応を下げることに加え、タンパク質の立体構造を壊すため、分
子内のチオール基に NEM がアクセスできるようになると推測される。いずれの方法がよ
り効率よく、酵素基質複合体を安定化できるかを比較するため、これら 2 つの方法で処
理したタンパク質溶解液についてタンパク質濃度をそろえた後、非還元・還元条件下、
SDS-PAGE で分離後に PDI に対する抗体で検出を行った。非還元条件下で泳動すると
TCA 処理したサンプル（図 8A、レーン 2 と 4）では PDI 単量体の位置より上に TCA 処
理していないサンプル（図 8A、レーン 1 と 3）では見られないスメアなバンド（図 8A、
レーン 2 と 4、縦線）が検出された。同じ試料を、還元条件下で泳動すると、TCA 処理
したサンプルで検出された高分子量のバンドが消失し、単量体のバンド強度が増加した。
このことから TCA 処理したサンプルで見られた高分子量のバンドは PDI を含むジスルフ
ィド結合複合体であると考えられた。別の PDI ファミリータンパク質である P5 につい
て同様の実験を行い（図 8B）、PDI の結果と同様に TCA 処理によってジスルフィド結合
複合体と推測されるバンドが安定化されたことを示唆する結果が得られた。これらの結果
から、TCA 処理がジスルフィド結合複合体の安定化に有用であると考えられたため、私
は PDIp の生理的な基質の同定に TCA 処理を利用することにした。  
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2.2.3 PDIp 単量体および PDIp を含むジスルフィド結合複合体の臓器分布  
マウスの臓器試料を 10% TCA 存在下で破砕し、アセトンで酸を除去した後、NEM で
チオール基を修飾した（図 8C）。これらの処理によりマウスの臓器に含まれるジスルフィ
ド結合で連結した複合体を安定化した。  
PDIp 単量体および PDIp を含むジスルフィド結合複合体を検出するため、TCA および
NEM 処理した臓器溶解液を非還元条件下 SDS-PAGE で分離し、PDIp に対する抗体で検
出した（図 9A）。PDIp 単量体のバンドは 65 kDa 付近に検出された。特に胃と膵臓にお
いては単量体のバンド位置より上に複数のバンドが見られた（図 9A、レーン 11 と 12、
縦線）。私は 3 つの理由から、後者のバンドが PDIp を含むジスルフィド結合複合体であ
ると判断した。1 つ目はこれらのバンドが単量体のバンド位置より上に検出されたこと、
2 つ目は DTT で還元するとこれらのバンドは消失すること（図 9B）、3 つ目はマウスの
膵臓溶解液を 2 次元電気泳動（1 次元目を非還元条件下、2 次元目を還元条件下で泳動）
し、PDIp に対する抗体で検出すると PDIp 単量体の位置（65 kDa）付近に複数のスポッ
トが検出されたことである（図 9C）。赤線で示したスポットに含まれる PDIp は PDIp 単
量体より遅く泳動したことから、これらのスポットは PDIp を含むジスルフィド結合複合
体に由来するものであると考えられる（図 9C）。  
興味深いことに PDIp 単量体および複合体は消化器（胃、膵臓、小腸）の試料から検出
され（図 9A、レーン 11-13）、過去の文献と同様に膵臓で最も強いバンド強度を示した
（図 9） 33,34。複数のバンド位置で PDIp を含む複合体が検出されたことから、PDIp は
様々なタンパク質と相互作用することが示唆された（図 9A、レーン 11、12）。  
 
2.2.4 マウスの膵臓中で PDIp とジスルフィド結合を介して相互作用するタンパク質の精
製と同定  
PDIp の生理的な基質を同定するため、私は PDIp を含む複合体をこれらが最も多く検
出された膵臓から精製した。そのために TCA および NEM 処理した膵臓溶解液から PDIp
に対する抗体を用いた免疫沈降を行った（図 10A）。免疫複合体の洗浄後、Laemmli バッ
ファー中で恒温処理することで PDIp 単量体および複合体を抗体から分離した。コントロ
ールとしてマウスの標準血清中の IgG を用いて、同様に免疫沈降した。分離したタンパク
質を非還元条件下 SDS-PAGE で分離後、銀染色で検出した（図 10B）。PDIp 単量体は PDIp
抗体で精製した場合に検出され、コントロール IgG で精製した場合には検出されなかった
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ことから、コントロール IgG は PDIp をほとんど認識しないことがわかる（図 10B）。レ
ーン 2 の実線で示された領域の多くのバンドは PDIp 抗体で精製した試料特異的に検出さ
れており、PDIp 単量体のバンド位置より上に検出されたことから、これらは PDIp を含む
ジスルフィド結合複合体であると考えられる。一方、PDIp 抗体で精製した試料では PDIp
単量体より下のバンド位置にもいくつかのバンドが検出された（図 10B、レーン 2）。これ
らは PDIp と非共有結合で連結したタンパク質であると考えられる。PDIp とジスルフィ
ド結合を介して相互作用するタンパク質を同定するため、私はゲルレーンを切り取り（図
10B レーン 2、縦線）、トリプシンによるゲル内消化後、LC-MS/MS によって解析した。
PDIp の基質候補タンパク質を絞り込むため、コントロール IgG で同様の操作を行ったも
のをネガティブコントロールとして用い、同定されたすべてのタンパク質を PDIp の基質
候補タンパク質のリストから除外した（表 1）。  
 
2.2.5 質量分析で同定されたタンパク質  
同定されたタンパク質は小胞体内または分泌経路上のタンパク質だった。また、これら
のタンパク質は一つ以上のシステイン残基を有していた。このことから、これらのタンパ
ク質は PDIp の基質または制御因子と考えられる。実際、同定されたタンパク質は 4 つの
グループ、すなわち PDI ファミリータンパク質、PDI 酸化酵素、消化酵素とその関連タン
パク質と血液凝固因子に分類された。これらの中で PDI ファミリータンパク質と PDI 酸
化酵素は PDIp の基質であるよりは PDIp の制御因子または PDIp と協同で働くタンパク
質である可能性が高いため、解析対象から除外した。  
主に肝臓で合成されるタンパク質である血液凝固因子もさらなる解析対象から除外した
（表 1）。血液凝固因子は血液に大量に存在し 40、それらのシステイン残基が PDI と相互
作用しやすいことが知られていたことから 41、臓器試料の調製中に PDIp と相互作用した
可能性もある。この相互作用が実験操作上のアーティファクトであるかは不明であり、さ
らなる解析が必要である。  
 
2.2.6 膵臓内における PDIp の分布  
膵臓には消化酵素を生産する外分泌細胞とインスリンやグルカゴンのようなホルモンを
生産する内分泌細胞の 2 種類の分泌細胞が存在する。質量分析の結果では複数種の消化酵
素が同定され、ホルモンは同定されなかったことから（表 1）、ホルモンは PDIp の基質で
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はないことが示唆された。過去の文献の組織切片の免疫染色による解析から PDIp が外分
泌細胞に発現していることが示唆された 42,43。免疫ブロットによって PDIp の分布をより
詳細に解析するため、マウスの膵臓から外分泌細胞および内分泌細胞を分取し（図 10C）、
PDIp 抗体を用いた解析を行った。PDIp は外分泌細胞で検出され（図 10D、レーン 1）、
内分泌細胞では検出されなかった (レーン 2）。この結果から、PDIp は外分泌細胞特異的に
発現していることが分かった。このことは、質量分析で膵臓の内分泌ホルモンが検出され
なかったことと合致する。  
 
2.2.7 PDIp と基質候補タンパク質のジスルフィド結合を介した相互作用  
PDIp と同定されたタンパク質の相互作用をより詳細に解析するため、TCA および NEM
処理した膵臓溶解液から PDIp 抗体を用いて免疫沈降を行い、精製産物をα -アミラーゼに
対する抗体で検出した。非還元条件下で精製産物を泳動すると複数のバンドが検出された
（図 11A、レーン 3、黒矢印）。次の理由から、これらのバンドは PDIp とα -アミラーゼの
ジスルフィド結合複合体であると考えられる。第一に、これらのバンドは PDIp 抗体およ
びα -アミラーゼ抗体の両方によって特異的に認識された（図 11A、レーン 2 と 3）。さら
にこの試料を還元し泳動するとこれらのバンドは消失し、還元型のα -アミラーゼ単量体の
バンド強度が増した（図 11A、レーン 3 と 6）。これらのジスルフィド結合複合体の中で最
も小さい 130 kDa 付近のバンドは PDIp (65 kDa)とα -アミラーゼ  (55 kDa)のヘテロダイ
マーであると考えれれる。その他のバンドはヘテロダイマーと推測されるバンドより上に
存在することから、2 つ以上のタンパク質を含む、より高次の複合体であると考えられる。
同様にキモトリプシノーゲン B（図 11B）、トリプシンノーゲン（図 11C）についても PDIp
とジスルフィド結合を介して相互作用することを示すデータが得られた。このことから
PDIp はα -アミラーゼや膵臓のプロテアーゼの前駆体とジスルフィド結合を介して相互作
用することが示された。  
さらに私は PDIp とエラスターゼの前駆体であるプロエラスターゼとの相互作用も調べ
た 44。私が用いたエラスターゼ抗体の反応性と特異性が低かったことから（図 12C）、マウ
スの膵臓溶解液中における PDIp とプロエラスターゼの相互作用を検出することができな
かった。そこで PDIp とプロエラスターゼの相互作用を調べるため、 c-Myc タグを小胞体
局在シグナル配列の前に挿入した PDIp とトリプル FLAG タグを C 末端に挿入したプロ
エラスターゼを作製し、それらを HeLa 細胞中で共発現させた。細胞を TCA 処理し、NEM
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で修飾後、c-Myc 抗体で免疫沈降し、FLAG 抗体で検出した（図 11D、レーン 8）。精製産
物を非還元条件下、分離すると FLAG 抗体はプロエラスターゼ -FLAG₃単量体の位置に 2
本のバンドを認識した（図 11D、レーン 8）。このことから PDIp-c-Myc はプロエラスター
ゼ -FLAG₃と非共有結合で相互作用しうることが示唆された。興味深いことに、30 kDa 付
近の 2 本のプロエラスターゼ -FLAG₃のバンドのうち（図 11D と E、レーン 3 と 4）、下の
方のバンドの相対的なバンド強度は DTT で還元した場合に強くなった（図 11D のレーン
3 と 4、E のレーン 3 と 4）。このことから還元条件下で検出された下の方のバンドの一部
は非還元条件下でジスルフィド結合複合体として存在することが示唆された。  
重要なことに、同じ FLAG 抗体を用いてプロエラスターゼ -FLAG₃単量体より上の位置
に複数のバンドが検出された（図 11D、レーン 8、矢印）。私は次の理由から、これらのバ
ンドがプロエラスターゼ -FLAG₃と PDIp-c-Myc を含むジスルフィド結合複合体であると
考えた。第一に、これらのバンド（図 11D、レーン 8、矢印）は HeLa 細胞中でプロエラ
スターゼ -FLAG₃と PDIp-c-Myc を発現させたときのみ（図 11D、レーン 7 と 8 を比較）、
c-Myc 抗体で免疫沈降され、FLAG 抗体で検出された。次に、これらのバンドは還元条件
下で泳動すると消失したことから（図 11D および E のレーン 8 を比較）、これらのバンド
はジスルフィド結合複合体であると考えられる。最後にこれらのバンドは c-Myc 抗体およ
び FLAG 抗体双方に認識された（図 11F、レーン 8）。これらのバンドのうち、100 kDa 付
近のバンドはその分子量から PDIp-c-Myc (65 kDa)とプロエラスターゼ -FLAG₃ (30 kDa)
のジスルフィド結合で連結したヘテロダイマーであると考えられる。  
さらに、PDIp-c-Myc とプロエラスターゼ -FLAG₃を発現させた HeLa 細胞から FLAG 抗
体で免疫沈降した試料を非還元条件下で泳動し、 c-Myc 抗体で検出した場合にも PDIp-c-
Myc 単量体が検出された（図 11F、レーン 8）。このことからも PDIp-c-Myc がプロエラス
ターゼ -FLAG₃と非共有結合で相互作用することが示唆された。このように PDIp は HeLa
細胞中で非共有結合、共有結合の両方の様式で相互作用することが明らかになった。これ
らの結果から PDIp がα -アミラーゼ、キモトリプシノーゲン B、トリプシノーゲン、プロ
エラスターゼと分子間のジスルフィド結合を介して相互作用することが明らかになった。  
 
2.2.8 プロエラスターゼの生合成における PDIp の役割  
次の 2 つの理由から PDIp の相互作用タンパク質の中で、プロエラスターゼをさらなる
解析対象として選択した。第一にエラスターゼの活性測定のための高感度の蛍光基質が存
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在した 45。次に細胞中のタンパク質は免疫沈降実験の前に TCA で変性され、SDS 存在下
NEM で修飾されるにも関わらず、PDIp とプロエラスターゼの間に非共有結合、共有結合
双方での相互作用が検出されたことから、これら 2 つのタンパク質が機能的に相互作用す
る可能性が考えられたためである。  
まず、細胞中のプロエラスターゼの生合成における PDIp の役割を調べるため、HeLa 細
胞中における PDIp の発現がプロエラスターゼの生合成に及ぼす影響を調べた。PDIp と
プロエラスターゼの共発現実験を行った理由は調べられたすべての膵臓のがん細胞株が
PDIp を発現する能力を喪失しており 42、培養細胞を用いた PDIp のノックダウン実験を
行うことが困難であったためである。この結果と合致して、膵臓の外分泌細胞由来の培養
細胞として一般的に用いられる AR42J 細胞から PDIp およびエラスターゼを含む膵臓の
プロテアーゼは検出されなかった（図 12A、C、D と E）。一方でこの細胞株の性質に合致
してα -アミラーゼは検出された（図 12B） 46,47。  
先述したように、プロエラスターゼ -FLAG₃を HeLa 細胞中で発現すると 30 kDa 付近に
2 本のプロエラスターゼ -FLAG₃単量体のバンドが検出された（図 13A と B）。私は次の 2
つの理由から上のバンドはシグナル配列が切れていないもの、下のバンドはシグナル配列
が切れたものであると考えた。第一に一般的な SDS ポリアクリルアミドゲルを用いて泳
動した場合に上のバンドは下のバンドより遅く泳動したことから（図 13A と B、レーン
2）、上のバンドは下のバンドより分子量が大きいと考えられる。次にプロエラスターゼは
16 残基のシグナル配列を N 末端に持って合成される 48。下のバンドにおいてシグナル配
列が切断されていることを調べるために、私はシグナル配列の直後に FLAG タグが挿入さ
れたプロエラスターゼのプラスミドを作製した  (FLAG-プロエラスターゼ )。Sigma から市
販されている FLAG M1 抗体は N 末端に露出した FLAG タグのみを認識するため 49、
FLAG-プロエラスターゼと FLAG M1 抗体を使用することで下のバンドのシグナル配列が
切断されているかを調べることができる。この解析のために私は FLAG タグがどの位置に
存在していても認識できる FLAG M2 抗体も使用した。以後、特筆しない限り FLAG M2
抗体を FLAG 抗体と表記する。FLAG-プロエラスターゼを HeLa 細胞中で発現すると
FLAG M2 抗体はこれまでの解析と同様に 2 本のバンドを認識した（図 13G、レーン 2）。
一方で FLAG M1 抗体は上のバンドを認識せず、下のバンドのみを認識した（図 13G、レ
ーン 4）。このことから上のバンドはシグナル配列が切断されていないプロエラスターゼ、
下のバンドは予測された切断位置でシグナル配列が切断されたプロエラスターゼであるこ
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とが示唆された。以後、上のバンドは unprocessed プロエラスターゼ、下のバンドは
processed プロエラスターゼと表記する。  
興味深いことに、PDIp 非存在下でプロエラスターゼを発現すると、これらの単量体の
バンドに加え、単量体のバンドより上にスメアなバンドが検出された（図 11D、レーン 3
と図 13A、レーン 2）。これらのバンドの大部分は還元条件下で泳動すると単量体の位置に
泳動したことから（図 11E、レーン 3 と図 13B、レーン 2）、プロエラスターゼは単独で発
現するとジスルフィド結合を介した凝集体を形成すると考えられる。しかし、興味深いこ
とに、PDIp をプロエラスターゼと共発現させると細胞内における凝集体の蓄積が減少し、
細胞内（図 11D と E、レーン 3 と 4、図 13A と B、レーン 2-5）および培地中（図 13C と
D、レーン 2-5）の processed プロエラスターゼ単量体の量が増加した。このように PDIp
はプロエラスターゼの凝集体形成を抑制し、このタンパク質の単量体の生合成を促進した。 
さらに、他の主要な PDI ファミリータンパク質 1150 が processed プロエラスターゼの生
合成を促進するのかを調べた。そのために HeLa 細胞中でこれらのタンパク質の共発現が
プロエラスターゼの生合成に及ぼす影響を調べた。プラスミドからの各 PDI ファミリータ
ンパク質の発現量を比較するため、私は各 PDI ファミリータンパク質の C 末端に c-Myc
タグおよび PDIp の小胞体局在シグナル配列を融合させたプラスミドを作製した。重要な
ことにプラスミドから発現した PDI, P5, ERp57, ERp46 の量はプラスミドから発現した
PDIp のものと同等である（図 13B、α -c-Myc）。  
興味深いことに、プラスミドから発現した PDI は PDIp と同様にプロエラスターゼの凝
集体形成を抑制し、細胞内の processed プロエラスターゼ単量体の量を増加させた（図 13A
と B、レーン 2-6、E）。しかし、PDIp と異なり、本実験条件下において PDI は培地中の
プロエラスターゼ単量体の量は増加させなかったことから（図 13C と D、レーン 2-6、F）、
PDI はプロエラスターゼの生合成における役割が PDIp と異なると考えられる。  
次に、P5, ERp57, ERp46 の共発現がプロエラスターゼの生合成に及ぼす影響を調べた。
これら 3 つの PDI ファミリータンパク質をプロエラスターゼと共発現してもプロエラス
ターゼの凝集体形成を抑制せず（図 13A と B、レーン 2 と 7-9）、細胞中（図 13A と B、
レーン 2 と 7-9、E）および培地中（図 13C と D、レーン 2 と 7-9、F）のプロエラスター
ゼ単量体の量は増加しなかった。本研究で調べた PDI ファミリータンパク質の中で PDIp
のみがプロエラスターゼの凝集体形成を抑制し、細胞中および培地中双方のプロエラスタ
ーゼ単量体の量を増加させたことから、PDIp はプロエラスターゼの生合成を促進する機
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能を有することが示唆された。  
 
2.2.9 PDIp 存在下、合成されたプロエラスターゼはトリプシン処理によって活性化されう
るか  
膵臓のエラスターゼは膵臓の外分泌細胞中で不活性型のプロエラスターゼとして合成さ
れ、貯蔵される。食物の嚥下があるとプロエラスターゼは膵管を通って十二指腸に分泌さ
れ、そこに存在するトリプシンによってプロ配列が切断されることで活性化される 44。
PDIp 存在下で合成されたプロエラスターゼがこの処理により活性化されうるかを調べる
ため、プロエラスターゼ -FLAG₃を発現させた HeLa 細胞から FLAG 抗体を用いてプロエ
ラスターゼを精製し、精製産物を少量のトリプシンで処理後に蛍光基質を用いたエラスタ
ーゼの活性測定に使用した（図 14A） 45。予想通り、トリプシン処理によって精製産物の
エラスターゼ活性は増加した（図 14B）。重要なことに PDIp をプロエラスターゼと共発現
すると細胞画分および培地画分のエラスターゼ活性が著しく上昇した（図 14B と C）。こ
のように PDIp はトリプシン処理によって活性型になりうるプロエラスターゼの生合成を
促進することが明らかになった。  
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図 8 ジスルフィド結合を介した酵素基質複合体を効率よく安定化する系の確立と PDIp
の基質を同定するための戦略  
A と B HeLa 細胞を 10% FBS を含む DMEM 培地中で 48 時間培養し、PBS で 2 回洗浄
した。その後、フリーなシステイン残基を 2 つの方法で修飾した。1 つ目の方法では細胞
を 20 mM NEM (レーン 1 と 5)または 50 mM NEM (レーン 3 と 7)を含む TritonX-100 バ
ッファー  [50 mM Tris–HCl (pH 7.4), 1% (v/v) TritonX-100, 150 mM NaCl, 2 mM 
EDTA]に直接溶解した。2 つ目の方法では細胞を 10% TCA で処理後、氷冷したアセトン
で 2 回洗浄し、20 mM NEM (レーン 2 と 6)または 50 mM NEM (レーン 4 と 8)を含む
SDS バッファー  [100 mM Tris–HCl (pH 6.8), 2% sodium dodecyl sulfate (SDS)]に溶解
した。試料を SDS-PAGE で分離後、PDI 抗体 (A)または P5 抗体  (B).で検出した。それぞ
れのレーンは  5 μg のタンパク質を含む。レーン 5-8 では泳動前に試料を 100 mM DTT
で還元した。  
分子量マーカーの位置は左に kDa 単位で示した。PDI および P5 単量体の位置は右に示
した。PDI と P5 のジスルフィド結合複合体は縦線でレーン 2 と 4 に示した。パネル B
において非特異的なバンドはアスタリスクで示した。  
C マウスの臓器に生じたジスルフィド結合複合体の安定化。  
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図 9 PDIp 単量体およびジスルフィド結合複合体の臓器分布  
A と B TCA および NEM 処理した臓器溶解液を SDS-PAGE で分離し、マウスの PDIp
抗体で検出した。それぞれのレーンは表記された臓器の 5 µg のタンパク質を含む。B で
はサンプルを泳動前に 50 mM の DTT で還元した。分子量マーカーの位置は左に kDa 単
位で示した。PDIp 単量体の位置は右に示した。また A では IgG の位置も右に示した。
IgG はそれぞれの臓器の血液中に含まれており、非還元条件下では使用したマウスの 2 次
抗体によって検出されたと考えられる。A において PDIp を含むジスルフィド結合複合体
はそれぞれのレーンの右に縦線で示した。  
C  TCA および NEM 処理したマウスの膵臓溶解液を非還元―還元 2 次元電気泳動で分
離し、PDIp 抗体で検出した。TCA および NEM 処理したタンパク質を最初に非還元条件
下、0.75 mm の厚みを持つ 10% ポリアクリルアミドゲルで分離した。ゲルレーンを切り
取り、5% β -メルカプトエタノールを含む Laemmli SDS バッファー中で 80℃、10 分間
恒温処理し、1mm の厚みを持つ 10% SDS アクリルアミドゲル上に置いた。バンドの分
離をよくするため、1 次元目で長めに泳動した。泳動後のゲルを Immobilon-P メンブレ
ンに転写し、PDIp 抗体で検出した。分子量マーカーの位置は上と左に kDa 単位で示し
た。PDIp 単量体の位置は右に示した。  
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図 10 PDIp を含むジスルフィド結合複合体の精製と膵臓における PDIp の分布  
A マウスの膵臓中の PDIp を含むジスルフィド結合複合体の精製と同定  
B  TCA および NEM 処理したマウスの膵臓溶解液からマウスの IgG（レーン 1）また
は PDIp 抗体で（レーン 2）で免疫沈降し、精製産物を SDS-PAGE で分離し、銀染色で
検出した。PDIp および IgG のバンド位置は右に示した。PDIp を含むジスルフィド結合
複合体であると考えられるバンドは赤線で示した。PDIp 抗体で精製した試料で見られる
PDIp 単量体より下のバンドは PDIp と非共有結合で連結したタンパク質であると考えら
れる。縦線で示されて領域を切り取り、質量分析にかけた。  
C 膵臓の外分泌細胞と内分泌細胞  
D 膵臓における PDIp の分布を調べるため、膵臓の外分泌細胞（レーン 1）または内分
泌細胞（レーン 2）を還元条件下、SDS-PAGE で分離し、PDIp 抗体で検出した。分布の
マーカータンパク質として、外分泌細胞にα -アミラーゼ、内分泌細胞にインスリンをそ
れぞれの抗体で検出した。  
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表 1 PDIp の相互作用タンパク質  
PDIp、 IgG とケラチンは表から除外した。  
*形成することが知られているまたは推測されるジスルフィド結合。知られていないもの
についてはシステイン残基数を括弧内に記した。  
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図 11 PDIp と質量分析で同定された 4 つの基質候補タンパク質の相互作用の解析  
A-C  TCA および NEM 処理したマウスの膵臓溶解液から PDIp 抗体を用いて精製した
免疫沈降産物  (レーン 3、6)またはマウスの標準血清を用いて精製したもの（レーン２、
５）を膵α -アミラーゼ（A）、キモトリプシン B (B)、トリプシン（C）に対する抗体で検
出した。レーン 1 と 4 は 0.025 µg の TCA および NEM 処理したマウスの膵臓溶解液を含
む。レーン２、３、５と６は 15 µg の TCA および NEM 処理したマウスの膵臓溶解液か
ら得た免疫沈降産物を含む。レーン 4－6 では試料を 100 mM の DTT で還元した。黒矢
印は PDIp と基質候補タンパク質のジスルフィド結合複合体を示す。酸化型の基質候補タ
ンパク質の単量体は白矢印で示し、還元型の単量体はパネルの右に示した。基質候補タン
パク質の単量体は還元型より、酸化型の方が早く泳動する。またトリプシン抗体はトリプ
シンの複数のアイソフォームを認識する。  
D-G HeLa 細胞において、プラスミドから発現させた PDIp とプロエラスターゼの相互
作用の検出  
D と E HeLa 細胞に、pTF006（プロエラスターゼ -FLAG₃）と pON103（PDIp-c-
Myc）を表記の通り導入した後、10% FBS を含む DMEM 中で 24 時間培養した。細胞を
回収し、TCA および NEM 処理後、PDIp-c-Myc を含む複合体を精製するため c-Myc 抗体
で免疫沈降を行った。免疫沈降産物を SDS-PAGE で分離し、proelastase-FLAG₃を含む
免疫沈降産物を FLAG 抗体で検出した。レーン 1－4 は 0.03 µg の TCA および NEM 処
理した細胞溶解液（インプット）を含む。レーン 5－8 は 60 µg の TCA および NEM 処理
した細胞溶解液からの免疫沈降産物を含む。E ではサンプルは泳動前に 100 mM の DTT
で還元した。プロエラスターゼ FLAG₃単量体の位置は右に示した。D では PDIp-c-Myc
とプロエラスターゼ FLAG₃を含む複合体の位置を黒矢印で示した。A-E において非特異
的なバンドをアスタリスクで示した。  
F と G  TCA および NEM 処理した細胞溶解液を FLAG 抗体で免疫沈降し、 c-Myc 抗体
で検出したこと以外は D と E と同様である。  
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図 12 膵臓と培養細胞における PDIp と消化酵素の検出  
A-E  TCA および NEM 処理したマウスの膵臓溶解液（レーン 1 と５）、HeLa 細胞（レ
ーン 2 と 6）と AR42J 細胞（レーン３、４、７と８）を SDS-PAGE で分離し、PDIp 抗
体（A）、α -アミラーゼ抗体（B）、エラスターゼ（C）、キモトリプシン B(D)またはトリ
プシン（E）で検出した。レーン 5－8 では泳動前に 100 mM DTT で試料を還元した。α
-アミラーゼの生合成を促進するため、AR42J 細胞に 100 nM のデキサメタゾンを回収の
24 時間前に添加した（+Dex; レーン 4 と８）。PDIp (A)、α -アミラーゼ (B)、プロエラス
ターゼ（C）、キモトリプシノーゲン B（D）とトリプシノーゲン（E）の還元型の単量体
の位置を右に示した。それぞれのタンパク質の酸化型の単量体の位置は白矢印でパネル内
に示した。アスタリスクで非特異的なバンドを示した。α -アミラーゼ等の分泌タンパク
質の発現を増大させることが知られているデキサメタゾン存在下においても PDIp と膵プ
ロテアーゼは AR42J 細胞で検出できなかった。この結果は調べた全ての膵臓のがん化細
胞において PDIp が発現していなかったことを示す過去の研究と合致する。  
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図 13 膵エラスターゼの生合成における PDIp と他の PDI ファミリータンパク質の共発
現の影響  
A- D HeLa 細胞に総量 1.0 µg のプラスミドを次のように導入した。pcDNA3.1+、
1.0 µg (レーン 1)、0.8 µg (レーン 2)、0.75 µg (レーン 3)、0.7 µg (レーン４ )、0.6 µg (レ
ーン 5)と 0.4 µg (レーン 6-9)；pTF006 (プロエラスターゼ -FLAG₃)、0.2 µg (レーン 2-
9)、pON103 (PDIp-c-Myc)、0.05 µg (レーン 3)、0.1 µg （レーン 4）と 0.2 µg (レーン
5); pON104 (PDI-c-Myc)、0.4 µg (レーン 6)；pON106 (P5-c-Myc)、0.4 µg (レーン 7)；
pON108 (ERp57-c-Myc)、0.4 µg (レーン 8)；pON105 (ERp46-c-Myc)、0.4 µg (レーン
9)。各プラスミドを導入後、細胞を 10% FBS を含む DMEM 培地中で 20 時間培養し、培
地を血清を含まない Opti-MEM に交換後、さらに 4 時間培養した。細胞画分（A と B）
と培地画分（C と D）を回収後に TCA および NEM 処理し、SDS-PAGE で分離し、
FLAG 抗体、 c-Myc 抗体または GAPDH 抗体で検出した。B と D では泳動前にサンプル
を 100 mM DTT で還元した。unprocessed と processed のプロエラスターゼ FLAG₃単量
体の位置は右に示した。A においてプロエラスターゼ FLAG₃を含むジスルフィド結合複
合体は縦線で示した（レーン 2）。  
E と F A の unprocessed と processed のプロエラスターゼ FLAG₃単量体のバンド強度
を ImageJ (version 1.50i)で定量し、mock（レーン 2）で得られた値で規格化した。白
棒、unprocessed プロエラスターゼ FLAG₃単量体；黒棒、processed プロエラスターゼ
FLAG₃単量体；灰棒、unprocessed と processed のプロエラスターゼ FLAG₃単量体の総
量。エラーバー、各群における S.E.。n=3。ダネット検定法において*, p 0.1234; **, p 
0.01; ***, p 0.001; ****, p 0.0001。  
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G HeLa 細胞に pcDNA3.1+（レーン 1 と 3）か pTF016 (FLAG プロエラスターゼ )（レ
ーン 2 と 4）を導入し、10% FBS を含む DMEM 培地中で 24 時間培養後、回収した細胞
を TCA および NEM 処理し、還元条件下で SDS-PAGE で分離した後、FLAG M2 抗体
(左 )、FLAG M1 抗体 (右 )で検出した。unprocessed と processed の FLAG プロエラスタ
ーゼ単量体の位置は右に示した。A-D と G で各レーンは 5 µg のタンパク質を含む。分子
量マーカーの位置は左に kDa 単位で示した。  
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図 14  PDIp 存在下、合成されたプロエラスターゼはトリプシン処理によって活性化さ
れうるか  
A エラスターゼの活性を測定するための試料の調製。HeLa 細胞に pTF001 (PDIp)と
pTF006(プロエラスターゼ -FLAG₃)を導入し、24 時間培養後、細胞画分と培地画分を回
収し、NEM で処理した。エラスターゼの活性を測定するために、プロエラスターゼ
FLAG₃を免疫沈降によって精製した後、トリプシンでプロ配列を切断して活性化した。
その後、蛍光基質である Suc-Ala-Pro-Ala-MCA を用いてエラスターゼ活性を測定した。
活性は免疫沈降に用いた NEM 処理した細胞溶解液 1 mg あたりが 37℃において 1 分間に
基質を加水分解して生成した 7-amino-4-methylcoumarin の量を nmol で示した。  
B エラスターゼ活性（細胞画分から精製したプロエラスターゼをトリプシン処理した）  
C エラスターゼ活性（培地画分から精製したプロエラスターゼをトリプシン処理した）  
エラーバー、S.E.。n=3。フィッシャーの t 検定によって各アッセイの p 値を求めた (**, 
p 0.01)。  
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2.3 【考察】  
哺乳動物細胞の小胞体には 20 種類以上の PDI ファミリータンパク質が存在する 11。
PDIp は膵臓特異的に発現している PDI ファミリータンパク質であり、エストロゲンと結
合し、これを貯蔵しうることの他に 37、その生理的機能はほとんど明らかにされていな
かった。これを明らかにするため、PDI ファミリータンパク質が基質と形成する一過的
なジスルフィド結合複合体を利用してマウスの組織から PDIp の生理的基質の同定を試み
た 38,39,51。ここで同定されたタンパク質のひとつについて、その生合成における PDIp の
役割を解析することで、PDIp の生理的機能の手がかりを得た 52。  
本研究から PDIp の生理的役割を理解するうえで重要な情報を得た。第一に内分泌ホル
モンではなく、複数の消化酵素が膵臓における PDIp のジスルフィド結合を介した相互作
用タンパク質として同定されたことから PDIp は消化酵素に働くことが示唆された。第二
に免疫ブロットによる解析によって膵臓で PDIp は外分泌細胞に局在し、内分泌細胞には
局在しなかったことから、PDIp は内分泌細胞ではなく、外分泌細胞で働くことが明らか
になった。第三に PDIp 単量体および複合体は胃や小腸でも検出された。これらの臓器も
消化酵素を生産することから 53、この知見は PDIp が消化酵素の生合成に働くとする仮説
と合致する。第四に膵臓のエラスターゼを PDIp 非存在下、HeLa 細胞中で発現するとプ
ロエラスターゼは細胞中でジスルフィド結合を介した凝集体を形成した。PDIp のみがプ
ロエラスターゼの凝集体形成を抑制し、細胞および培地中の processed プロエラスターゼ
の量を増加させた一方で、PDI, P5, ERp57 または ERp46 はこのような効果を示さなか
った。このことから PDIp は本研究で解析した PDI ファミリータンパク質の中で唯一、
プロエラスターゼの凝集体形成の抑制と processed プロエラスターゼ単量体の生合成と分
泌を促進しうることが明らかになった。最後にトリプシンによってプロエラスターゼを活
性化するとプロエラスターゼと PDIp を共発現させた試料の方がプロエラスターゼ単独で
発現させたものより、細胞画分および培地画分双方において有意に高いエラスターゼ活性
を示した。このことから PDIp はトリプシンによって活性化されうるプロエラスターゼの
生合成を促進することが明らかになった。これらの知見から私は PDIp が外分泌細胞の消
化酵素に働く PDI ファミリータンパク質であると結論付けた。  
重要なことに、P5, ERp57, ERp46 と異なり、PDIp と PDI がプロエラスターゼの凝集
体形成を抑制し、細胞中の processed プロエラスターゼ単量体を増加させた。しかし、
PDIp とは異なり、PDI は processed プロエラスターゼの培地への分泌は促進しなかっ
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た。これまでの研究から PDI はインスリンの分泌を抑制し 51、プロインスリンの膵臓の
β細胞への蓄積を増加させることが知られていた 54,55。これらのことから、PDI には分
泌タンパク質を細胞内にとどめる働きがあると予想される。  
興味深いことに、質量分析では PDI, P5, ERp57 を含む 5 つの PDI ファミリータンパ
ク質が PDIp のジスルフィド結合を介した相互作用タンパク質として同定された 11。過去
の研究で他の PDI ファミリータンパク質について明らかにされたように、これらは PDIp
と直接相互作用し、電子を交換する可能性がある 38,59–61。他の可能性としてこれらの
PDI ファミリータンパク質が PDIp と同時に基質に作用し、ジスルフィド結合を介したオ
リゴマーを形成することが挙げられる。さらに質量分析では Prx4 および Ero1βの 2 つ
の PDI 酸化酵素が PDIp とのジスルフィド結合を介した相互作用タンパク質として同定
された 11,62–65。このことから Prx4 および Ero1βは in vivo で PDIp に働くことが示唆さ
れた。このことは近年明らかになった in vitro における Ero1βと PDIp の強い相互作用
を示した研究結果とも合致する 66。これらの相互作用の生理的意義についてはさらなる
解析が必要である。  
以上のタンパク質に加え、血液凝固因子も質量分析によって PDIp の相互作用タンパク
質として同定された。近年の研究から細胞外に分泌された PDI が血液凝固に必要である
ことが in vitro、 in vivo で示された 67–69。免疫ブロット実験で PDIp は肝臓でもわずか
に検出された。肝臓では消化酵素は生産されていないがトロンビンを含む血液凝固や血栓
溶解に働く複数のプロテアーゼが生産される。これらのことから PDIp は肝臓において
も、これらのプロテアーゼの生合成に働く可能性がある。しかし、「結果」で言及したよ
うに PDIp はサンプル調製中にフィブリノーゲンと相互作用した可能性も考えられる。  
興味深いことに in vitro の研究で PDIp と相互作用するペプチド断片が明らかにされた
36,70。これらのペプチドのチロシン残基とトリプトファン残基を変異させたり、酸性残基
をこれらの残基の隣に導入すると、これらのペプチドは PDIp との相互作用ができなくな
ることが示された。この研究から折り畳み途上の基質タンパク質中の（負電荷をもつ残基
の隣にない）チロシン残基やトリプトファン残基が PDIp との相互作用を引き起こすとい
うモデルが提起された。事実、本研究の質量分析で同定されたタンパク質はこれらのモチ
ーフを有していた (表 2)。しかし、哺乳動物の様々な細胞で発現している LDLR のような
タンパク質も同様のモチーフを持つ（表 2） 71。したがって、これらの残基の有無のみが
PDIp の基質となる決定要因であるとは考えにくい。  
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CxxA あるいは CxxS 変異体を用いると酵素基質複合体を安定化し、基質の同定に利用
することができ、これまで多くの研究者がこの方法を用いてきた。ただし、この方法では
還元酵素または異性化酵素にしか用いることができない。 41,59,72。これに対し、当研究室
では組織試料を酸処理した後、フリーなシステイン残基を修飾することによって、マウス
の精巣上体から ERdj5 とジスルフィド結合を介して相互作用するタンパク質を検出、精
製し同定できることを示してきた 38。この手法の優れた点は遺伝子操作なしでマウスの
特定の臓器から PDI ファミリータンパク質の基質候補タンパク質を同定できる点にあ
る。本研究ではさらに膵臓から PDIp の基質候補タンパク質を同定しうることを示した。
したがって、この手法は他の PDI ファミリータンパク質の生理的機能の解明にも極めて
有用であると考えられる。  
本研究で得られた知見から PDIp は消化酵素の折り畳みを促進する PDI ファミリータ
ンパク質であると考えられる。しかし、なぜ PDIp が消化酵素の生合成に用いられるのか
はまだわからない。消化酵素の折り畳みには他のタンパク質には見られない共通の特徴が
存在する可能性もある。これらの問いを明らかにするために、より詳細な生化学的、構造
的な解析が必要である。  
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表２ タンパク質中のチロシン残基とトリプトファン残基  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
酸性残基の横にあるチロシン残基とトリプトファン残基は含まない  
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図 15 使用した抗体の特異性  
TCA および NEM 処理した臓器溶解液を 100 mM DTT で還元し、SDS-PAGE で分離後、
α -アミラーゼ、エラスターゼ、キモトリプシン B またはトリプシン（トリプシン１、ト
リプシン２、トリプシン３とトリプシン 10）に対する抗体で検出した。それぞれのレー
ンは表記した臓器のタンパク質 5 µg を含む。分子量マーカーの位置は左に kDa 単位で示
した。アスタリスクで非特異的なバンドを示した。それぞれのタンパク質の抗体は予測さ
れた分子量及び臓器分布を示し、それぞれの抗体の特異性が確かめられた。  
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3. 哺乳動物細胞の小胞体内の異常タンパク質中のジスルフィド結合の切断に用いら
れる電子の供給源の解析  
3.1 【序論】  
原核生物におけるペリプラズムの酸化還元環境の制御機構はよく研究されている。ま
ず、サイトゾルでチオレドキシンレダクターゼ  (TrxR) が NADPH から電子を受け取
り、チオレドキシン  (Trx) に電子を渡す 73。Trx は内膜上の DsbD に電子を渡し、DsbD
はペリプラズムの DsbC や DsbG に膜を横切って電子を渡す。このシステムとのアナロジ
ーから、真核生物でも DsbD と同様の機能を果たす膜タンパク質が存在するという仮説
が提唱されている 74。  
真核生物にもサイトゾルに TrxR および Trx が存在し、これらのタンパク質に加えて前
述したグルタチオンレダクターゼおよびグルタチオンが存在する。近年、哺乳動物細胞に
TrxR の阻害剤を加えると膜タンパク質のジスルフィド結合形成を伴う折れ畳みが遅くな
ることや 74、酵母において TrxR を欠損させると小胞体ストレスが生じることが明らかに
なり 75、サイトゾルから小胞体へと電子を受け渡す膜タンパク質の存在が示唆された。
さらに哺乳動物細胞において LMF1 と呼ばれる膜タンパク質が ERdj5 を還元する機能を
有することが示唆された 76。  
一般的に、小胞体で生じた異常タンパク質はジスルフィド結合の切断および立体構造の
解きほぐしが行われた後にサイトゾルに送られ、プロテアソームによって分解される。こ
の過程は ERAD と呼ばれる。ERdj5 は還元活性を有しており、異常タンパク質のジスル
フィド結合を切断し、分解を促進しうることが報告されていた 10。ERdj5 は 6 つのチオ
レドキシン様ドメインと 1 つの J ドメインを有する。これまでの研究から、ERdj5 は分
子シャペロンである BiP と J ドメインを介して結合し、レクチン様タンパク質である
EDEM1 と ERdj5 の活性に重要なチオレドキシン様ドメインである Trx3 および Trx4 で
相互作用し、より効率的に ERAD を行うための複合体を形成することが知られていた
77。また当研究室では ERdj5 の柔軟かつダイナミックな動きが ERAD による基質の分解
に重要であることを明らかにした 78。しかし、全ての異常タンパク質の分解の促進に
ERdj5 が必須かどうかは明らかにされてこなかった。  
本研究では分解基質として膜タンパク質である T cell receptor (TCR)αを用いた。
TCRα は T 細胞の小胞体膜上で TCRβと二量体を形成し、T 細胞膜上において他の細胞
膜上の抗原 -MHC 複合体を認識する役割を持つことが知られている。TCRαは TCRβ非
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存在下で恒常的に分解されることが知られている 79,80。当研究室の先行研究により、
ERdj5 をノックアウトした培養細胞ではコントロールと比較して TCRαの分解速度に有
意な変化は見られない一方、ERdj5 を過剰発現した培養細胞における TCRαの分解は有
意に促進されることが明らかにされた。これらのことから、ERdj5 は小胞体で生じた異
常タンパク質の分解に必須ではないが、その分解を促進する機能があることが示唆され
た。  
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3.2 【考察】  
これまでの研究から小胞体で生じた異常タンパク質の分解におけるジスルフィド結合の
切断に PDI ファミリータンパク質の一つである ERdj5 が重要な役割を果たすことは明ら
かにされていたが 10、その必要性は明らかにされてこなかった。  
本研究では分解基質として TCRβ非存在下で恒常的に分解されることが知られている
膜タンパク質である TCRαを用いた 7980。当研究室の先行研究により ERdj5 は小胞体で
生じた異常タンパク質の分解に必須ではないが、その分解を促進する機能があることが示
唆された。私はさらに細胞内に存在する分解タンパク質の一つであるプロテアソームの阻
害剤ボルテゾミブを添加して TCRαの分解速度の解析を行った。その結果、TCRαの大
部分は ERAD を介して分解されていることが示唆された。  
検出されたそれぞれのバンドを見ていくと興味深いことがわかる。ボルテゾミブを添加
した試料ではジスルフィド結合を介した TCRαの凝集体の消失速度が減少した。さら
に、脱糖鎖された TCRαがチェイス時間とともに蓄積し、糖鎖修飾された TCRα単量体
のバンドの消失速度も減少した。これらの結果は次のように考察される。まず、ボルテゾ
ミブによってプロテアソームの機能が阻害されることにより、サイトゾルで分解前の脱糖
鎖された TCRα が蓄積した。これにより、ERAD の構成タンパク質の機能が阻害され、
小胞体内またはサイトゾルにおいて糖鎖修飾された TCRαが蓄積した。さらに、小胞体
内に蓄積した TCRα は凝集体を形成したと考えられる。  
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4. 【材料・方法】  
膵特異的な PDI ファミリータンパク質、PDIp の生理的機能の解析  
マウスの成育と解剖  
8 週齢で雄の C57BL/6J を用いた。餌は CLEA Rodent Diet CE-2（日本クレア）を用
い、照明のサイクルを 8-20 時は点灯、20-8 時は消灯とした。マウスの解剖はすべて午前
中に行った。頸椎骨折により安楽死させたマウスから血液、脳、膵臓、肝臓、脾臓、腎
臓、肺、心臓、顎下腺、精巣上体、骨格筋、胃、盲腸、大腸、小腸を分取した。  
 
マウス臓器溶解液中のジスルフィド結合複合体の安定化  
マウスから分取した直後の組織を 1 mL の氷冷した 10% TCA 中で破砕した。20 分間の氷
冷後、破砕した組織を遠心し、沈殿を氷冷したアセトンで 2 回洗浄後、NEM alkylation 
buffer (0.1 M TrisHCl pH 6.8, 2% SDS, 10 µg/mL benzamideine, 1 mM 
phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 μg/mL pepstatin A, 1.2 % NEM) で溶解した 38。マ
ウスに関するすべての操作は奈良先端科学技術大学院大学で行った。  
 
マウスの膵臓の内分泌細胞および外分泌細胞の分取  
マウスの膵臓の内分泌細胞および外分泌細胞を分取するため、膵管にロシュの
collagenase P (15 mg/10 ml HBSS) を 3 ml 注入し、膵臓を還流した。膵臓を腸、胃など
から剥離し、37 ℃で 20 分、コラゲナーゼ処理した。その後、遠心し、HBSS でコラゲ
ナーゼを数回洗い流し、茶こしでこして余分なものを取り除いた。遠心後の沈殿を
Histopaque で懸濁後、HBSS を重層して遠心した。中間層にある膵島を別チューブに移
し、数回洗浄後、沈殿した外分泌細胞を採取した。内分泌細胞からなる膵島は実験顕微鏡
下、ピペットで回収した。得られた試料を Laemmli サンプルバッファーに溶解し、還元
条件下 SDS-PAGE で分離後、適切な抗体で検出した。  
 
細胞培養、トランスフェクション、サンプル調製  
ヒト子宮頚がん由来細胞である HeLa 細胞を 10%の FBS (Thermo Fisher Scientific) を
含む Dulbecco's Modified Eagle's Medium high glucose (Nacalai Tesque) を培地とし
て、37 ℃、CO2 濃度 5%で培養した。HeLa 細胞を 6-well dish に 1.5*105 cells/well に
なるように播種し、24 時間培養した。HeLa 細胞に ViaFect™ Transfection Reagent (プ
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ロメガ ) を用いてプラスミドを導入した。使用するプラスミドの DNA 総量は 1 well あた
り、2.0 μg とし、試薬量は説明書に従った。プラスミドを導入後、20 時間培養したの
ち、培地を Opti-MEM I (Gibco)に交換し、さらに 4 時間培養し、培地を回収した。培地
の回収後に細胞を PBS で 2 回洗浄し、10%TCA を加えた。以降の処理はマウスの臓器の
ものと同様である。培地は回収後にデブリを除くため、遠心し、上清に 10%TCA を加え
ることで沈殿させた。以降の処理は細胞画分と同様である。  
 
プラスミド  
プラスミドの作製に使用したプライマーを表 3 にまとめて記した。膵エラスターゼ
(ELA2A)および ERp46 (TXNDC5)のヒト cDNA クローンは理研バイオリソースセンタ
ーから入手した 82。PDIp-FLAG, PDI-FLAG, P5-FLAG, ERp57-FLAG のプラスミドは
ハーバード大学の Adrian Salic 博士から頂いた。発現ベクターの pcDNA3.1+は
Invitrogen から購入した。ヒト由来の PDIp を発現するプラスミド  (pTF001) を作製す
るためには PDIp-FLAG プラスミドを鋳型とし、PDIp-f と PDIp-r のプライマーを用い
て PDIp の翻訳領域を増幅し、pcDNA3.1+上の KpnⅠと XbaⅠの間に挿入した。ヒト由
来のプロエラスターゼにトリプル FLAG を連結したプロエラスターゼ -FLAG₃ 
(pTF006)は CELA2-f と CELA2-FLAG-r のプライマーを用いてヒト膵エラスターゼの翻
訳領域を増幅し、pcDNA3.1+上の HindⅢと BamHⅠの間に挿入して作製した。プロエ
ラスターゼ（pTF007）は CELA-2f と CELA2-r のプライマーを用いてエラスターゼの
翻訳領域を増幅し、pcDNA3.1+上の HindⅢと BamHⅠの間に挿入して作製した。FLAG
プロエラスターゼ（pTF016）は Gibson Assembly Cloning Kit (New England Biolabs)
を用いて 2 つの断片を融合させて作製した。7.0-kbp の断片は pTF007 から pTF016-f と
pTF016-r のプライマーを使用して増幅し、80-bp の断片は pTF016-INS-f と pTF016-
INS-r の 2 つのプライマーをアニーリングして作製した。PDIp-FLAG₃（pON101）は
Gibson Assembly Cloning Kit を用いて 2 つの断片を融合させて作製した。7.0-kbp の
断片は pTF001 から pON101-f1 と pON101-r1 のプライマーを使用して増幅し、111-bp
の断片は pTF006 から pON101-f2 と pON101-r2 のプライマーを使用して増幅した。
PDIp-c-Myc（pON103）は BspEI-Myc-AgeI-F と BspEI-Myc-AgeI-R をアニーリング
し、BspEI と AgeI で切断し、pON101 に挿入して作製した。PDI-c-Myc（pON104）
は PDI-FLAG から pON104-f1 と pON104-r1 のプライマーを用いてヒト PDI の翻訳領
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域を増幅し、pON103 上の KpnⅠと BspEⅠの間に挿入して作製した。ERp46-c-Myc
（pON105）は ERp46-FLAG から pON105-f1 と pON105-r1 のプライマーを用いてヒト
ERp46 の翻訳領域を増幅し、pON103 上の KpnⅠと AgeⅠの間に挿入して作製した。
P5-c-Myc（pON106）は P5-FLAG から pON106-f1 と pON106-r1 のプライマーを用い
てヒト P5 の翻訳領域を増幅し、pON103 上の KpnⅠと BspEⅠの間に挿入して作製し
た。ERp57-c-Myc（pON108）は ERp57-FLAG から pON108-f1 と pON108-r1 のプラ
イマーを用いてヒト ERp57 の翻訳領域を増幅し、pON103 上の KpnⅠと BspEⅠの間に
挿入して作製した。全てのプラスミドの配列は ORF をシーケンシングすることで確認
した。  
 
抗体  
ヒトとマウスの PDI を認識するラビットの抗体は当研究室で作製した。ヒトとマウスの
P5 を認識するラビット抗体（18233-1-AP）は Proteintch から購入した。マウスとラッ
トのエラスターゼを認識するラビットの抗体  (ab21593) とヒトとマウスの膵α -アミラー
ゼを認識するラビットの抗体  (ab21256)は Abcam から購入した。ヒト、マウスとラット
のキモトリプシン B を認識するヤギの抗体  (sc-16500)とマウスとラットのトリプシン  
(トリプシン -1、トリプシン -2、トリプシン -3、トリプシン -10) を認識するラビットの抗
体  (sc-67388)とマウスの抗 c-Myc 抗体  (9E10)は Santa Cruz Biotechnology から購入し
た。ギニアピッグの抗インスリン抗体  (A0564)は Dako から購入した 51。マウスの抗
FLAG M1 および M2 抗体は Sigma-Aldrich から購入した。マウスの抗 PDIp 抗体は次の
ように調製した。アフリカツメガエルの未受精卵の膜画分で免疫されたマウスからハイブ
リドーマを作製し、その中から哺乳動物の PDIp を認識する抗体を分泌するものを得た
81。ハイブリドーマを注射したマウスの腹水を抗体源とした。ヒトおよびマウスの ERdj5
を認識するギニアピッグの抗体は奈良先端科学技術大学院大学の都留秋尾先生にいただい
た。ヒトとマウスのチオレドキシンを認識するラビット抗体（GTX108263）は GeneTex
から購入した。抗 FLAG M1 および M2 抗体、抗 c-Myc 抗体を除く全ての抗体の特異性
はマウスの臓器溶解液を用いて調べた（図 15）。全ての抗体は予測された分子量および臓
器分布を示した。  
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SDS-PAGE および抗体による目的タンパク質の検出  
マウス組織溶解液または培養細胞溶解液中のタンパク質は 10%または 12%の SDS を含む
ポリアクリルアミドゲルを用いて分離し、泳動後のゲルを Immobilion-P (Millipore) に
転写後、1 次抗体および適切な 2 次抗体と反応させ、Clarity Western ECL Substrate 
(Bio-Rad)および LAS-3000 mini (FUJIFILM) または ChemiDoc Touch imaging system 
(Bio-Rad).で検出した。FLAG タグおよび c-Myc タグの検出には horseradish peroxidase
が結合された抗 FLAG および抗 c-Myc 抗体を使用した。  
 
免疫沈降  
TCA および NEM 処理したマウスの膵臓溶解液 300 µg を氷冷した IP バッファー  (50 
mM Tris-HCl (pH 7.5), 150mM NaCl, 1% Nonidet P-40)で希釈し、遠心して上清を回収
した。PDIp 抗体を SureBeads™ Protein G Magnetic Beads (Bio-Rad) と室温で 30 分間
緩やかに撹拌し反応させた。ビーズを IP バッファーで 3 回洗浄後、上記のマウス膵臓溶
解液を加えた。4 ℃で 3 時間緩やかに撹拌し、 IP バッファーで 5 回洗浄後、ビーズを 2x 
Laemmli Sample Buffer 中で、37 ℃、30 分間インキュベートし、上清を回収した。  
 
銀染色によるタンパク質の検出  
SDS-PAGE 後のゲルを Sil-Best Stain One (Wako) を用い、説明書通りに処理した後、
LAS-3000 mini (FUJIFILM)で検出した。  
 
質量分析  
上述の方法で精製したタンパク質の 1/3 量を SDS-PAGE で分離し、PDIp 単量体より高
分子量のゲル領域を切り出した。切り出したゲル中に含まれるタンパク質をトリプシンで
ゲル内消化し、LC-MS/MS (Velos Pro デュアルプレッシャーリニアイオントラップ質量
分析計  、Thermo Fisher Scientific)によって検出した。検出結果を Mascot version 2.6 
search engine (Matrix Science)を用いて動物種の制限としてマウスを用いて NCBInr 
database (May 2015; 66,387,522 sequences) と照合した。解析結果のタンパク質のう
ち、イオンスコアが identity threshold (p<0.05) のペプチド断片が 3 つ以上検出されて
おり、タンパク質の配列カバー率が 10%以上のものを同定されたタンパク質とした。抗
体を用いたアフィニティー精製では多くの場合、抗体がビーズから解離し、精製産物に含
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まれる。さらに生体試料には実験環境からケラチンが混入する。そのため、本研究では
Ig とケラチンを同定されたタンパク質の表から除外した。PDIp の基質候補タンパク質を
同定するため、ネガティブコントロールとしてマウスの標準血清を用いて同様の操作を行
い、同定された全てのタンパク質を PDIp の基質候補タンパク質の表から除外した。  
 
共免疫沈降実験  
TCA および NEM 処理したマウスの膵臓溶解液から適切な抗体または標準血清で上述の通
りに免疫沈降し、得られた試料を 100 mM の DTT 存在または非存在下、泳動しもう一方
の抗体で検出した。  
 
エラスターゼ活性アッセイのための NEM 処理した試料の準備  
HeLa 細胞を 10-cm culture dish 上に細胞数 7.5*105 で播種し、24 時間培養後、6 µg の
pTF006 (proelastase-FLAG₃)と 4 µg の pTF001 (PDIp)を上述の方法で細胞に導入した。
24 時間の培養後、細胞及び培地画分を次のように処理した。培地画分を準備するため、10 
mL の培地上清を 5 分間、100*g で遠心し、浮遊した細胞やごみを除去後、Amicon Ultra-
15 3k device を用いて 500 µL まで限界ろ過した。その後、500 µL の NEM 溶解バッファ
ー  (100mMTris-HCl (pH8.0), 0.5% Triton X-100, 2 mM EDTA, 50 mM NEM)を加え、
37℃で 30 分間恒温処理した。細胞画分を準備するため、培地を除去した細胞を PBS で 2
回洗浄し、300 µL の氷冷した NEM 溶解バッファーを加えて 37℃で 30 分間恒温処理し
た。培地及び細胞中のタンパク質を NEM で処理したのは、サンプル処理中にジスルフィ
ド結合が反応するのを防ぐためである。得られた NEM 修飾された試料を抗 FLAG M2 マ
グネティックビーズ  (Sigma)で処理し、プロエラスターゼを精製した  (800 µL)。この精製
処理はエラスターゼの活性を阻害しうる混入物を除くためである。精製したプロエラスタ
ー ゼ を ト リ プ シ ン で 処 理 す る た め に は 50 µL の immobilized tosylphenylalanyl 
chloromethyl ketone–treated trypsin (Thermo Scientific) と 37℃で 1 時間、500 µL の
アクチベーションバッファー (100 mM Tris-HCl (pH 8.0), 2 mM CaCl₂, 5 mM NEM) 中
で反応させた。得られた試料は活性測定まで -80℃で保存した。  
 
エラスターゼ活性の蛍光アッセイ  
エラスターゼの活性測定には蛍光基質である succinyl-L-alanine-L-proline-L-alanine-4-
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methylcoumaryl-7-amide (Suc-Ala-Pro-Ala-MCA) (Peptide Institute)を用いた 45。20 mM 
Suc-Ala-Pro-Ala-MCA と 200 µl の NEM 処理したエラスターゼ試料を含む 37℃の総容量
400 µL の反応バッファー  (10 mM Tris-HCl (pH 8.8), 2 mM EDTA, 0.1% (w/v) Brij35, 5 
mM NEM)中で反応させた。経時的に 380 nm で励起し、460 nm の蛍光の増大を測定し
た。  
 
シクロヘキシミドチェイス実験  
HeLa 細胞を 10%の FBS (Thermo Fisher Scientific) を含む Dulbecco's Modified Eagle's 
Medium high glucose (Nacalai Tesque) を培地として、37 ℃、CO2 濃度 5%で培養した。
HeLa 細胞を 6-well dish に 1.5*105 cells/well になるように播種し、24 時間培養した。
HeLa 細胞に Lipofectamine LTX (Thermo Fisher Scientific) を用いて、各プラスミドを
導入した。使用するプラスミドの DNA 総量は 1 well あたり、1.0 μg とし、試薬量は説
明書に従った。22 時間培養後にシクロヘキシミド  (Nacalai Tesque)およびボルテゾミブ  
(Cell Signaling)またはオーラノフィン  (Santa Cruz)を加え、0, 30, 60 と 90 分培養後に
PBS で 2 回洗浄し、氷冷した 10%TCA を加えた。得られた細胞試料について上述の NEM
処理を行い SDS-PAGE 後に適切な抗体で検出を行った。  
 
タンパク質の酸化還元状態の解析  
培養条件は上述した通りである。播種の 46 時間後に 20 µM のオーラノフィンを添加し、
90 分培養後、PBS で 2 回洗浄し、氷冷した 10%TCA を加えた。得られた細胞試料につい
て MalPEG2000 alkylation buffer (0.1 M TrisHCl pH 6.8, 2% SDS, 10 µg/mL 
benzamideine, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 μ g/mL pepstatin A, 5 mM 
malPEG2000) で溶解し、SDS-PAGE で分離後、適切な抗体で検出した。  
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表 3 使用したプライマー  
Name Sequence (5'  > 3')  
BspEI-Myc-AgeI-f GGGTCCTCCGGAGGCGAGCAGAAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGACCGGTAAGGAG
BspEI-Myc-AgeI-r CTCCTTACCGGTCAGGTCCTCCTCTGAGATCAGCTTCTGCTCGCCTCCGGAGGACCC 
CELA2A-f AAAAAGCTTKCCACCATGATAAGGACGCTGCTGCTGTC 
CELA2A-r AAAGGATCCTTAGTTATTTGCAATCACCGAATTG 
CELA2A-FLAG-r AAAGGATCCGTTATTTGCAATCACCGAATTGATC 
PDIp-f CTTGGTACCTCCACCATGAGCCGCCAGCTTCTGCCTG 
PDIp-r CCCTCTAGATCACAGTTCCTCCTTGGACCC 
pON101-f1 AAGGAGGAACTGTGATCTAGAGGGC 
pON101-r1 GGACCCCATAGTGGAGTTGGCCGGT 
pON101-f2 TCCACTATGGGGTCCTCCGGAGACTACAAAGACC 
pON101-r2 TCACAGTTCCTCCTTACCGGTGGGCTTGTCATC 
pON104-f1 CTTAAGCTTGGTACCTCCACCATGCTGCGCCGCGCTCTGCTGTG 
pON104-r1 GCTCGCCTCCGGACAGTTCATCTTTCACAGCTTTC 
pON105-f1 CTTAAGCTTGGTACCTCCACCATGACTCAGTCTGTAGACTCCAAC 
pON105-r1 CCTCCTTACCGGTCAGGTCCTCCTCTGAGATCAGCTTCTGCTCGCCTCCGGAAAGTTC- 
                 ATCTTTCGCTTGGCTCAGGACA 
pON106-f1 TTAAACTTAAGCTTGGTACCTCCACCATGGCTCTCCTGGTGCTCGGTCTGGTGAG 
pON106-r1 CTGCTCGCCTCCGGACAACTCATCTTTCCCTAAGT 
pON108-f1 CTTGGTACCTCCACCATGCGCCTCCGCCGCCTAGCGCT 
pON108-r1 CTGCTCGCCTCCGGAGAGATCCTCCTGTGCCTTCTTC 
pTF016-INS-F ACTTTGGTGGCTGGAGCCCTCAGTGACTACAAGGATGAGGATGACAAGCCCTCCGG- 
 ATGTGGGGACCCCACTTACCCACC 
pTF016-INS-R GGTGGGTAAGTGGGGTCCCCACATCCGGAGGGCTTGTCATCCTCATCCTTGTAGTCA- 
 CTGAGGGCTCCAGCCACCAAAGT 
pTF016-F TGTGGGGACCCCACTTACCCACC 
pTF016-R ACTGAGGGCTCCAGCCACCAAAGT 
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